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 フィ プリン安定化因子(略して FSFと呼ぶ)は, 1944 年 R・bbins により発見された魁 その後,
 この分野の研究は, 1961 年 恥ewy らカ～ かなりの高純度に精製し, 1962 年 Lorand らが, trans-
 peptidase としてフイブリ ンに作用す る, 即ち, フイ プリン分子間に, 共有結合を形成する酵素であ
 ると提 唱す るま では, ほ とんど進ま なかったと言えよう。 そ れ以後, FSF の研究は, 急速に進歩し た。
 1966年, Fuller と Doolittle は, FSF は, フイブリン分子の 1ysine 残基の側鎖と glutamine
 残基の側鎖の間に, ε( r-glutamy1)一 lySi口e のイ ソペ プチド結合を形成す る, 七ransgluta∬1inase
 とし て作用するこ とを明かにした。 このイソペプチド結合は, 物理化学の面か ら, 蟹田 質中 に形成可能
 であると言われていたが, 実際 その存在の証明はなかった。 1968 年, Pis如。らは, FSF の作用に
 よ り, フィ ブリ ン中に確かにこのイソペプチ ド結合が, 形成されることを見出 し, その数は, フイ プリ
 ン1分子当 り, およそ2モルであることを証明し た。
  1970年, 個(agi と hanaga は, このイソペブチ ド結合ぱ フイ プリン分子のr鎖とr鎖の間に
 出来ることを見出した。 一方, Ghen と Doolittle は, フイブリンのr鎖の内, % がr鎖同志で
 結びつき, 残りの % のr鎖はα鎖と結びついていると提唱した。 他に Lorand らは r鎖とα鎖の結
 合が主であるとし, 又, Mckeeらは, r鎖同志以外に, α鎖のポリマーが出来ると主張している。 しか
 し 1971 年, Takagi と Iwanaga は 更に種々 の方法を用いて, このイソペプチド結合は, r鎖聞に
 のみ出来ることを明かにした。 r鎖間の結合については) 1970 年. Chen と D・01ittic は) r鎖
 のG末端よ り, 3番目の 1ysine と8番目の glutamine との間に出来 従ってr鎖は互 に逆平行に
 並んでいることを明かにした。
 この様に, FSFの反応機構については, ほぼ, 明かになったが, FSF 自体の構造1 性質, 活性化
 の機 構等については・ ほ とん ど解っていない。 FSF の活性化の機構については・ 1964 年, Kσnlshi
 と Lorand により Ga卦 の存在下で, thrombin によって活性化されることが明らかにさ れ, 更に,
 1967 年, Konlshi と Takagi によ りフ trypsin によっても活性化されることから, FSF の活性
 化の際には. 一次構造的変化を伴うことが明らかにさ れたが, これ以上の活性化機構 構造, 性質を研
 究す るには, 従来の精製法では不充分で, より高純度に精製しなければならない。 更に, 量的に も, か
 なりの量が得 られることが必要であ る。
 本論文は, FSF を高純度に精製し, 量的にも充分得られる方法を確立し, 更に, 精製した標品を用
 いて, FSF の性質, 構造について明かになったことをまとめたものである。
 方法, 及び結果
 粗 FSF は・ 牛血 漿よ り, Loewyらの方法で調製した。 50mM tris buffer, pH 7.5 に対し透析後,
 同液で緩衝化してある DEAE - cellulose カラムにて, NaCl 濃度を0から 0.3M まで直線的に変




 質は, 大きく2っの画分に溶出され, FSF は, その内, 先の画分, 即ち分子量の大きい部分に溶出さ
 れた。 更に Sepharose 6Bカラムで, 上の活性部 分を再クロマトグラフィーを行うと, 単一の ビ。
 一クが得られ, 又, 活性も, 蛋臼質の吸収と平行になり, 比活性は, ほとんど一定となった。
 この様なことか ら, FSF は, ほぼ完全に精製きれ, 他の蟹田質の混在は, ないものと考えられる。
 この様にして得られた標品 をディスク電 気泳動で調べてみる と, 単一で わずか に, 混在が検出きれ得る
 が, 構造研究上, さしつかえない程度のものである。
 この方法によると, 粗 FSF からおよそ25倍精製され、 活性収量 は, およそ54%であった。 叉, 脱塩
 後, 凍結乾燥して得られた FSF は, 牛血漿 10ぞよ 1), およそ50mgであった。
 この様にして得た FSF 標品を用いて 以下の検討 を行なった。
 精製したFSF は, 通常の蛋臼質の吸収を示し, 02N. N、OH を含を8M尿素中でのE藷 は14.15
 と計算された。 FSF の分子量は, Sepkadex G- 200 カラムを用い Andrews の方法で求めた。 そ
 れによるとおよそ 3x 105 という結果を得た。
 アミノ酸分析の結果から は, 多くの蛋臼 質と同様 Asp,GIu が多くみら れ, His, Met が一 番少なか
 っ≠こ。 それ以外は, 105g 蛋臼質当 り, およそ50モル前後であった。 Half- qystlpe は 21.2 モル
 であった。 この Half- cystlne については、 メルカプトエタノールで還元し た標品 及び還元しない
 標品で, 5M グァニジン塩酸中で, PGMB 滴定, 及び DTNB による比色法で, SH 基として測定
 したが, いづれにおいても, 1σ9蟹田質当り, 3～4モルしか, 検出来なかった。 このことは, FSF
 の一部に, S-S 結合 が極在しているのではないかと考えられ る。
 アミノ末端分析 は, PITG 法で行なったが, その結果, FSF 3x 1びg 当り, およそ2モルの
 Ser とおよそ2モルのHis が検出きれた。
 このことか ら, FSF は, 少くとも4本のペプチ ド鎖からなつ ているものと考えられ る。
 FSF の様に大きな分子量を持つ蛋日質は, 多くの場合, いくつかの Su馳nit からなっているこ
 とが知られている。 FSF について, その様な目的で, SDS 存在下で, ディスク電気泳動を行なつ た。
 その結果, FSF は, 2つの Subunit ( F、, F2 )に分れた。 各々 の分子量を求めてみると Fl はおよ
 そ餅, F2 はおよそ 77, 000 であった。 この場合 メルカプトエタノールを加えても, 分子量は小さ
 く な らなカ〉っ ナこ。
 アミノ末端分析 の結果とSDS 存在下でのディス ク電気泳動の結果から, FSF は, 4っの SubUnlt
 即ち, F1 と F2 の dimer, からなっており, 各々 は, 非共有結合でもって会合していると考えられ
 る。
結論
 FSF の精製は, イオン交換セル ロース及び分子筋カ ラムクロマトグラ フイ 一で行なつ た。 その結果,
 ディスク電気泳動で, ほぼ単一の標品を得るこ とが出来た。 この方法は, 従来, 2, 3の研究室で 報告
 きれている精製法よ り, 非常に再現性があ り, 又, 簡単に大量の精製された標品を常に得ることが出来
 る。
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 この様に して得た 'FSF を用いて FSF の 構造及び性質について検討を行なつ た。
 FSFの分子量は Andrews の方法で, およそ 3x 1σ と推定さ れた。 アミノ末端分析の結果, FSF
 3x l娠 当りおよそ2モルの Ser とおよそ2モルの His が検出された。 更に, SDS 存在下でデ
 ィスク電気泳動を行なった結果, FSF は2っの Subunlt (R・ F2 )に分れ, 各々 の分子量は, E
 は 105, F: は 77,000 と推定された。 又, この操作中にメルカブトエタノールを加えても, これらの
 Subunlt の分子量は, 更に小さくならなかった。
 以上の様に, アミノ末端分析, 及び SDS 存在下でのディスク電気泳動の結果から FSF は4っの
 Subunit, 即ち E と恥 の dimer からなり, 各々の Subunit は, 非共有結合で会合しているも
 のと考 えられ る。
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 論文審査結果の要旨
 クィ ブリ ン安 定化因子は, 血液凝固の 最終 過程に作用す るものであるが, 本因子は トロンビ ン活性化
 されて後フイブリンに作用し, フイブリ ンの'r 鎖間に r- glut amyl 一ε一lyslne のイ ソペブチ ド結
 合を形成することが最 近明 らかにきれた。 これ は血液凝固という生 理作用における重要な発見だけでな
 く, 蛋臼 質化学及び酵素学の立 場から見ても画期的な問題で ある。 しかし, この因子の蛋臼質としての
 諸性質及び トロンビンによ る活性化 機構について は, ほ とん ど明らかにさ れていない。 これ はフィブリ
 ン安定化因 子の精製 の困難さに原因が ある。
 本論 文の研究で は, イオ ン交換体及び分子舗 をたくみに使用することによ り, 比較的簡便にしかも高
 い収量で本因子 を精 製す ることに成功した。 純 度はディスク 電気泳動法で単一と認められ た。 また分子
 量は約 300,000 であり, アミノ酸組成は Asp, Glu が多く His, Met が少 く, それ以外のアミノ酸は
 105g 蛋日質あたりおよそ50モル前後であった。 アミノ末端基は、 3x 105g 蛋臼質あたりおよそ2モル
 の Ser と His が検出さ れた。 このことからフイ ブリ ン安定化因 子は少く も4本のポリペチ ド鎖から
 なっていると考 えられる。 次に SDS 存在 下のディスク電気泳動法で, この因子は2っの S ubUnit に
 わかれ分子量はそれぞれ 100.000 及び 70.000 であった。 メ ルカプトエタノール存在下で も、 これらの
 分子 量に 変化はなかった。 以上のこ とからフィブリ ン安定化 因子は Ser 及び Hls をN一 末端 とする
 Sub㎝ it それぞれの二量体からなる四量体であり, それぞ れの Subunit は非共有結合で会合 してい
 ると 推論さ れた。
 本研究 は, 従来この因子の研 究の障害となっていた高純度 のも のを 比較 的多量 に得る とい う精製法に
 成功し, 今後の本因子の研究を容易にした点で高く評価きれ, また, 分子量, アミノ酸組成, アミノ末
 端などを明らか にした研究では, アミノ酸組 成及びアミノ 末端 は本研究で はじめて 明らか にきれたもの
 である。,
 また, 本因子の Subunit についても重要な推論を なしうる結果を得た点 についても高く評価され る。
 以上 の点から本論文は博士の学位論 文と して適当であ る。
 よっ て・ 高木尚提出の論文は理学博士の学位論文として合格 と認め る。
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